Legionella generalità

Cenni storici

Nell’agosto del 1976 oltre 4000 persone si riunirono al Bellevue Stratford Hotel di Filadelfia (USA) per l’annuale congresso dell’American Legion. In quella circostanza  221  soggetti si ammalarono con  un quadro clinico di polmonite e 34 di essi  morirono. Indagini effettuate dal Centers for Disease Control and Prevention  (CDC)  sui campioni di polmone prelevati durante l’autopsia delle  persone decedute, rilevarono circa 6 mesi dopo, la scoperta di un batterio gram negativo , non identificato in precedenza, a cui fu dato il nome di Legionella pneumophila e la polmonite da esso causata venne chiamata Malattia del Legionario.

Nello stesso hotel nel 1974, 11 persone  che si trovavano per un altro congresso, si ammalarono di Malattia del legionario tuttavia  questa epidemia rimase misconosciuta  fino alla successiva scoperta di Legionella pneumophila .

La prima epidemia nota di Malattia del legionario nel 1965 presso un ospedale psichiatrico di Washington DC in cui 81 pazienti si ammalarono di polmonite e  15 di essi morirono. Studi sierologici retrospettivi su sieri conservati per 12 anni rivelarono una sieroconversione per L. pneumophila nell’85% dei pazienti.

Il primo isolamento di Legionella pneumophila avvenne nel 1947  dal sangue di un paziente con una malattia respiratoria febbrile usando l’inoculo in cavia . Studi successivi effettuati 30 anni dopo rivelarono che tale batterio era Legionella pneumophila  

Con il termine legionellosi si definiscono tutte le malattie causate dal genere Legionella, inclusa la Malattia del Legionario, la Febbre di Pontiac e le  infezioni focali non polmonari. 

In Italia  i primi casi di legionellosi si sono stati notificati nel 1978 da autori danesi  che diedero notizia di tre casi clinici confermati  e di altri 7 probabilmente riconducibili a legionellosi  in turisti che avevano soggiornato presso un albergo sul Lago di Garda. L’anno dopo   in un albergo presso il Lido di Savio si verificò un’ epidemia  di legionellosi con 23 casi di malattia e due decessi. Successivamente nel 1981 altri 18 casi  vennero notificati  sempre nel Lido di Savio e ciò  spinse  le autorità sanitarie ad attivare un  programma di sorveglianza territoriale . Negli anni successivi altri casi vennero notificati nella stesa area in alberghi diversi.

La prima grande epidemia in Italia,  causata da una torre di raffreddamento si è verificata nell’agosto del 1995  a  Sestri Ponente con 34 casi confermati. In quella  occasione i casi di malattia vennero individuati in un raggio di  3 km. La fonte di   Nel  2003, tra il mese d’agosto  e ottobre, 15 casi di Malattia del Legionario si verificarono in un quartiere di  Roma. In questa epidemia la localizzazione dell’emissione della torre evaporativa era posta, insolitamente,  sul  marciapiede della strada  transitato da passanti. Nel 2006 a Venezia si verificarono 9 casi di legionellosi ed anche in questo caso la fonte più probabile (non dimostrata attraverso confronto genomico dei ceppi ambientali ed umani) fu una torre di raffreddamento

Descrizione del patogeno
La legionella appartiene all’ordine tassonomico delle Legionellales, che include la famiglia delle Coxiellaceae e Legionellaceae. Coxiella burnetii, un parassita intracellulare obbligato ed agente eziologico della febbre Q, membro della famiglia delle Coxiellaceae è il batterio più vicino alla famiglia delle Legionellaceae è costituita dal singolo genere Legionella, di cui si conoscono 56 specie, sottospecie incluse, con oltre 70 sierogruppi (http://www.dsmz.de/bactnom/bactname.htm). Il 20% delle specie note sono causa di malattia per l’uomo. La causa più comune di malattia è Legionella pneumophila che è  costituita da 16 sierogruppi. Altre sette specie contengono almeno 2 sierogruppi e le rimanenti specie che contengono un sierogruppo soltanto. Legionella pneumophila sierogruppo 1 è stata la causa dell’epidemia di Filadelfia ed è responsabile del 95% delle infezioni in Europa e dell’85% nel mondo.
Le legionelle sono dei sottili bacilli Gram-negativi aerobi , non capsulati di dimensioni variabili tra i 0,3-0,9 µm di larghezza e i 2-20 µm  di lunghezza, spesso provvisti di uno o più flagelli. Esse hanno  particolari esigenze nutritive e non crescono nei comuni terreni per batteriologia ma  su un terreno con carbone ed estratto di lievito, tamponato a pH 6,9. L-cisteina è un aminoacido critico per la crescita, mentre i ketoacidi e lo ione ferrico stimolano la crescita. Il carbone attivo assorbe e detossifica gli acidi grassi. Non fermentano carboidrati ed utilizzano aminoacidi come fonte di energia. Sono aerobi obbligati  e crescono in un intervallo di temperatura da 20 a 42°C. Serbatoio naturale di Legionella è l’ambiente acquatico, dove può trovarsi in forma planctonica o all’interno di amebe; ambienti umidi e tiepidi, come ad esempio i sistemi di conduttura delle acque, i condizionatori dell’aria e le torri di raffreddamento dei sistemi industriali, rappresentano la nicchia  ideale per la riproduzione del batterio.

Legionella produce diversi enzimi e potenziali tossine che si possono trovare nel sovranatante di colture o in lisati batterici , tra cui: emolisine, proteasi, esterasi, fosfolipasi, amino peptidasi ed endonucleasi. Il ruolo di questi prodotti nella patogenesi e nel danno dei tessuti deve ancora essere completamente delucidato poiché molte di queste  proteine sono prodotte da ceppi virulenti nelle infezioni sperimentali in animali da laboratorio.
Ecologia 

La conoscenza dell’ecologia di Legionella costituisce un prerequisito essenziale per determinare le aree a rischio di colonizzazione e per attuare le adeguate misure di controllo e prevenzione. Le legionelle sono ubiquitarie negli ambienti acquatici naturali (laghi, fiumi,sorgenti termali , etc) ed artificiali  (impianti idrici degli edifici, torri di raffreddamento , etc)e la loro capacità di persistenza e moltiplicazione è legata ad una serie di condizioni ambientali, in realtà, non troppo restrittive. Sono acido-tolleranti e  mostrano una notevole resistenza nei confronti delle alte temperature ( sono state isolate anche da sistemi di acqua calda fino a 66 C°). Alcuni studi hanno mostrato che Legionella pneumophila viene ritrovate a temperature che vanno da 5 a  oltre i 50°C e si moltiplica naturalmente in acqua a temperature comprese tra i 25 e i 45 ºC, con un intervallo ottimale di temperatura di 32-42 ºC, in cui è anche più probabile l’isolamento di ceppi in coltura. Lo stato planctonico in condizioni ottimali di temperatura e pH, non è sufficiente per la moltiplicazione e la sopravvivenza di Legionella che avviene invece in amebe a vita libera (Acanthamoeba, Naegleria e Hartmanella.ed altre) sia negli ambienti naturali che artificiali. Le amebe infettate da Legionella sono state trovate in un consorzio di microrganismi organizzato a costituire un biofilm. Oltre alla sopravvivenza nelle amebe le legionelle allo stato planctonico possono entrare in uno stato caratterizzato da una bassa attività metabolica  chiamato “vitale ma non coltivabile” che le rende difficili da recuperare dall’ambiente e più resistenti ai biocidi. Le legionelle, le amebe e altri microrganismi  si distaccano costantemente dal biofilm a causa di variazioni di pressione e di flusso  passando allo stato planctonico. I cambiamenti ambientali che distruggono il biofilm possono dar luogo  ad un improvviso rilascio di Legionella nell’acqua circostante. Se quest’acqua aerosolizzata  (attraverso una doccia, una torre di raffreddamento, una fontana, una vasca idromassaggio, etc)  è inalata o aspirata i batteri possono causare malattia in un ospite suscettibile.
Patogenesi

Trasmissione della malattia

La trasmissione del patogeno avviene infatti mediante inalazione o microaspirazione di aerosol contaminati, mentre non è stata mai osservata trasmissione interumana. Nell’ambiente l’ospite naturale è rappresentato da protozoi, ma attraverso diversi processi evolutivi,  Legionella ha acquisito la capacità di infettare anche i macrofagi alveolari umani e di sopravvivere e moltiplicarsi al loro interno. La legionellosi è una malattia a suscettibilità d’ospite e sono maggiormente colpite le persone anziane, i fumatori o le persone affette da patologie polmonari croniche. Particolarmente a rischio possono essere gli individui immunodepressi, affetti da diverse forme di cancro o sottoposti  a trapianto d’organo; anche terapie con corticosteroidi possono essere un fattore di rischio. Altri fattori quali: la carica batterica presente nell’ambiente,  il tempo di esposizione e la virulenza dei singoli ceppi di Legionella possono avere un ruolo determinante nell’acquisizione della malattia.

Forme cliniche

L’infezione da legionella si presenta in due forme: una malattia con sintomatologia simile all’influenza detta Febbre di Pontiac  i cui sintomi si sviluppano in circa 12 ore e persistono per 2-5 giorni, risolvendosi spontaneamente senza trattamento antibiotico ed ha un alto tasso di attacco. La Malattia del Legionario  invece è una grave polmonite che può portare al decesso se non è tempestivamente adottata una terapia antibiotica mirata. Il periodo di incubazione va da 2 a 12 giorni con una sintomatologia acuta (febbre elevata, mal di testa ,dolori addominale, etc). la mortalità è molto variabile ed è in relazione alle condizioni di base del paziente, la tempestività della terapia specifica  e se la malattia è sporadica , nosocomiale o è parte di un epidemia. La mortalità più bassa è stata osservata in alcuni recenti eventi epidemici, mentre la più alta in infezioni acquisite in ospedale 
Diagnosi 

Microscopia

Le legionelle presentano con una morfologia  tipica quando si colorano con la colorazione di Gram che  inoltre è molto debole. L’uso dell’immunofluorescenza diretta  mediante anticorpi monoclonali o policlonali marcati con fluoresceina-isotiocianato consente invece di osservare il batterio in campioni biologici o ambientali opportunamente trattati. Il test  è specifico soprattutto usando anticorpi monoclonali, tuttavia ha una bassa sensibilità e richiede un operatore esperto. 

Coltura
L’isolamento colturale è considerato il “gold standard” per la diagnosi di legionellosi . Legionella può essere ricercata nelle secrezioni dell'apparato respiratorio (espettorato, sputo, broncoaspirato, broncolavaggio,) nel  parenchima polmonare  e nell'essudato pleurico e pericardico. Questi  campioni devono essere prelevati prima che sia stata somministrata una terapia antibiotica, opportunamente trattati per eliminare la flora interferente e inoculati in tempi brevissimi dal prelievo su terreni di coltura specifici. Con tale metodo  dopo  circa 3-10 giorni di incubazione si possono isolare  tutte le specie di Legionella. Uno svantaggio di  questa metodica risiede nel fatto che meno della metà dei pazienti con legionellosi produce espettorato e l’esito dell’analisi è spesso negativo a causa di prelievi effettuati dopo  l’inizio della terapia antibiotica.
Antigene urinario

I test per la ricerca dell’antigene urinario  (ELISA o immunocromatografico) sono altamente sensibili (soprattutto per Legionella pneumophila sierogruppo 1 , ma in misura molto minore, 5% circa, per altri sierogruppi ) e specifici, con tempi di esecuzione molto  rapidi. Essi  rappresentano pertanto  i più comuni test utilizzati per la diagnosi di legionellosi.  L’antigenuria  può essere rilevata sin dal primo giorno dopo la comparsa dei sintomi e persiste per giorni, settimane ed anche mesi. L'antigene rilevato è un componente della porzione lipopolisaccaridica della parete cellulare di Legionella, stabile al calore.  Il test  dell’antigenuria ha, inoltre, il vantaggio della più  facile reperibilità del campione  e di non essere influenzato dalla terapia antibiotica. Di contro può risultare difficile distinguere tra infezione acuta, fase di convalescenza, o infezione pregressa ed occorre pertanto sempre configurarlo in un quadro clinico- radiologico di polmonite. Inoltre bisogna considerare che pazienti immunocompromesi  e/o  ospedalizzati hanno una maggiore probabilità di avere infezione da altri sierogruppi o specie di Legionella e quindi un antigene urinario negativo. Quindi in questi casi sarebbe sempre opportuno affiancare un altro metodo diagnostico. Il test dell’antigene urinario positivo conferma la diagnosi di legionellosi, in aggiunta ai criteri clinicie/o radiologici.

Sierologia

La diagnosi di legionellosi può essere condotta anche attraverso la determinazione della presenza di anticorpi anti-Legionella pneumophila , mediante l’immunofluorescenza indiretta (IFA) o il dosaggio  immuno-enzimatico (ELISA). La sensibilità dei dosaggi sierologici è bassa, come pure la specificità. La sieroconversione può richiedere diverse settimane dall’l'inizio dei sintomi,  rappresentando una limitazione importante per una diagnosi tempestiva. E’ considerata valido  ai fini diagnostici, un aumento di 4 volte del titolo anticorpale verso di L. pneumophila sierogruppo 1 tra due sieri prelevati nella fase acuta e convalescente della malattia. La sensibilità e la specificità della siero conversione, per le altre specie e sierogruppi, non è stata determinata e può definire soltanto un caso presunto.

Amplificazione degli acidi nucleici

L’amplificazione del DNA mediante la reazione a catena della polimerasi (PCR) classica o mediante Real Time PCR può essere effettuata per la ricerca di Legionella nelle secrezioni respiratorie, nel tessuto polmonare e con meno efficienza nel siero e nelle urine. Tali metodiche sebbene considerate altamente sensibili e sufficientemente  specifiche, non sono ancora validate per accertare la diagnosi di  legionellosi, ma definiscono soltanto un caso presunto. 

Identificazione 

L’identificazione di Legionella  isolata in coltura si effettua attraverso diverse fasi: l’assenza di crescita in un terreno privo di L-cisteina, l’osservazione allo stereomicroscopio di colonie con margine a “vetro smerigliato” , reazione positiva a test sierologici (agglutinazione al lattice, immunofluorescenza), emissione (solo in poche specie) di autofluorescenza se esposte a lampada UV. 

Controllo e prevenzione

Le misure di prevenzione e controllo della diffusione del batterio nell’ambiente risultano molto importanti per la gestione del rischio di infezione da Legionella.

A tal fine,  prima del verificarsi di un caso, è di fondamentale importanza  adottare misure di controllo,  come suggerito dalle linee guida (GU N. 28 del 4 febbraio 2005 e GU 5 maggio 2000) ed effettuare una periodica valutazione del rischio di contaminazione da Legionella negli impianti idrici, di climatizzazione e di  tutte le possibili fonti d’acqua in grado di produrre aerosol (es. fontane interne ed esterne, sistemi di irrigazione, sistemi di umidificazione, ecc.) esistenti nella struttura. Qualora si ravvisasse un rischio è indispensabile effettuare un monitoraggio microbiologico, e, in relazione alle cariche riscontrate, è  essenziale adottare sistemi di disinfezione termici, chimici o fisici  a cadenza periodica o in continuo i relazione  alla diversa condizione e composizione della realtà impiantistica in esame, come indicato nelle norme sopra citate. Non esiste a tutt’oggi un metodo che possa essere  universalmente applicato, ma ogni realtà impiantistica deve essere valutata separatamente. Inoltre in fase di progettazione di nuovi impianti è importante adottare materiali che siano sfavorevoli alla contaminazione microbiologica e strutturalmente idonei ad una facile gestione dei rischi connessi alla composizione  strutturale in sé.
Aspetti epidemiologici 

La legionellosi è soggetta a obbligo di notifica nella classe II (DM 15 dicembre 1990), ma dal 1983 è anche soggetta a un sistema di segnalazione che raccoglie informazioni dettagliate in un apposito registro nazionale, che ha sede presso l’Istituto superiore di sanità. Nonostante questo, secondo il Centro nazionale di Epidemiologia e il dipartimento di Malattie Infettive, Parassitarie e Immunomediate dell’Iss, che annualmente producono un rapporto sull’incidenza della malattia nel nostro Paese, il numero di casi è sottostimato sia per un mancato invio delle schede di segnalazione da parte dei sistemi sanitari locali che per una mancata diagnosi.

 

Secondo i dati contenuti nel rapporto 2009 sulla legionellosi in Italia, complessivamente, sono pervenute all’Istituto superiore di sanità 1200 schede di sorveglianza relative ad altrettanti casi di legionellosi; di questi, 1146 sono confermati e 54 presunti. L’80% circa dei casi è stato notificato da 6 Regioni (Lombardia, Piemonte, Veneto, Emilia-Romagna, Toscana e Lazio), il rimanente 20% è stato notificato da 14 Regioni e Province Autonome; 1 Regione non ha notificato alcun caso di legionellosi. Un’esposizione a rischio nei 10 giorni precedenti l’inizio dei sintomi è stata riportata dal 30,6% dei soggetti.

 

Dei 1.200 casi notificati, 110 (9,2%) erano stati ricoverati in ospedale o in clinica, 178 casi (14,7%) avevano pernottato almeno una notte in luoghi diversi dall’abitazione abituale (alberghi, campeggi, navi, abitazioni private), 33 casi (2,8%) erano residenti in comunità chiuse, 33 casi (2,8%) avevano frequentato piscine e 13 casi (1,1%) avevano effettuato cure odontoiatriche. Nel 95% dei casi l’agente responsabile della patologia e stato Legionella pneumophila sierogruppo1.

 

Nel 2009 i casi nosocomiali segnalati sono stati 110 (9,2% dei casi totali notificati), di cui 49 (45%) di origine nosocomiale certa e 61 (55%) di origine nosocomiale probabile. Lombardia (48 casi), Toscana (13 casi) e Provincia Autonoma di Trento (11 casi) hanno notificato il 65% dei casi nosocomiali. L'esito della malattia è noto per il 32% dei casi e il tasso di letalità tra i casi nosocomiali è pari al 34% (contro il 12% della letalità dei casi comunitari).

 

Le informazioni relative ai pazienti stranieri che hanno probabilmente acquisito l'infezione in Italia sono state fornite fino al 30 marzo 2010 dal programma di sorveglianza europeo denominato Ewglinet (European Surveillance Scheme for Travel Associated Legionnaire's Disease), coordinato dal Communicable Disease Surveillance Centre (Cdsc) dell’Health Protection Agency (Hpa) di Londra. Dal 1° aprile 2010 il programma è stato trasferito a Stoccolma e viene coordinato e gestito dall’Ecdc e ha preso il nome di ELDSnet (European Legionnaires’Disease Surveillance network). 

 

Il numero di casi di legionellosi associata ai viaggi è rimasto pressoché invariato rispetto al 2008, tuttavia è molto preoccupante l’elevato numero di cluster notificati nel 2009, che fa sì che l’Italia si collochi al primo posto fra i Paesi europei per numero di cluster associati al soggiorno presso strutture recettive. Considerando complessivamente sia i turisti italiani che quelli stranieri, nel 2009 sono stati notificati all’Iss 281 casi di legionellosi associata ai viaggi. I casi in turisti italiani sono stati 178, di cui l’86% avevano soggiornato in albergo, il 5,6% in campeggio e il restante 8,4% presso altre strutture. La maggioranza dei turisti italiani ha viaggiato in Italia e solo nel 10% dei casi la meta del viaggio è stata una località straniera. I casi di legionellosi verificatisi in turisti stranieri che hanno visitato l’Italia e notificati all’Iss dall'Ewglinet sono stati complessivamente 103.

 

L’analisi molecolare dei ceppi di Legionella, isolati dall’uomo a seguito di infezioni avvenute in Italia tra il 1987 e il 2009, effettuata dal laboratorio di riferimento nazionale, ha mostrato, in accordo con quanto riportato a livello internazionale, che la specie di Legionella che causa il maggior numero di casi di malattia in Italia è L. pneumophila sierogruppo 1, seguita dai sierogruppi 6, 2, 3.

